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摘要 ”棉铃 虫 Helicoverpa armigera (Hübner) 幼虫 中 肠 微 粒 体制 备 液 的 CO 差 光 谱 在 450 nm AMR 
收 峰 ，P450 SHA (687411) pmol/mg。 中 肠 750 s 离心 的 上 清 液 的 O- 陪 甲 基 酶 活性 在 酶 量 相 当 
5 个 中 肠 、 有 反应 时 间 30 mn 内 与 酶 量 和 反应 时 间 呈 线性 关系 ; 最 适 pH 值 在 7.8， 最 适 温 度 为 20 一 
25C. BRAM RM AR BE EP AY) OQ- 脱 甲 基 活 性 的 KKm=1.23 mmol/L, Vmax=2.54 nmol 对 - 硝 
基 酚 / (mg* min)。NADPH 为 酶 活 的 重要 因子 ， 离 体 测 定时 ，O- 脱 甲 基 酶 在 无 外 来 NADPH 的 活 
性 仅 为 加 0.25 mmol/L NADPH 的 16%。 在 反应 体系 中 加 入 1.5% BSA 明显 促进 产物 的 生成 。 
P450 的 专 一 性 抑制 剂 PBO 浓度 达到 1 mmolL 时 ， 可 抑制 酶 OOM NIGH. MR BRA 0.25% 
共 巴 比 尼 钢 的 食物 72 h 后 ，O- 脱 甲 基 酶 活性 是 对 照 组 的 1.73 倍 。 
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细胞 色素 P450 酶 系 〈 又 称 多 功能 氧化 酶 ，MRFO) 在 昆虫 中 的 作用 关系 到 昆虫 生存 和 繁 
衍 ， 它 不 仅 对 许多 外 源 性 物质 如 杀 虫 剂 、 植 物 次 生物 质 有 代谢 作用 ， 还 参与 具有 重要 生理 功 
能 的 激素 及 脂肪 酸 等 的 代谢 调控 :11。P450 酶 系 代谢 解毒 作用 的 增强 是 大 多 数 重 要 害虫 产生 抗 
药性 的 机 制 。 自 MFO 及 其 生理 功能 发 现 以 来 ， 该 酶 系 一 直 是 昆虫 毒 理 学 研究 的 一 个 重要 目标 。 

WEES A Helicoverpa armigera 是 世界 性 害虫 ， 为 害 多 种 作物 ， 具 有 极 大 的 经 济 学 和 生态 
学 重要 性 [?~4。 棉 铃 点 因 抗 性 问题 导致 防治 工作 的 失败 ， 己 造成 了 严重 的 经 济 损失 。 近 年 来 ， 
棉铃 虫 抗 性 机 制 的 研究 得 到 广泛 的 开展 ， 在 昆虫 抗 药性 中 起 主要 作用 的 P450 成 为 众多 研究 的 
目标 。 但 大 多 研究 者 往往 停留 在 证 明 P450 酶 系 在 杀 虫 剂 抗 药性 中 的 作用 ?44， 对 酶 系 本 身 
的 生物 化 学 特征 未 作 进 一 步 的 分 析 。 本 研究 的 目的 在 于 揭示 棉铃 虫 中 肠 P450 酶 系 的 一 些 基本 
的 生物 化 学 特征 ， 也 为 研究 棉铃 虫 对 外 源 物 质 的 代谢 确立 优化 的 离 体 测 定 条 件 。 
1 材料 与 方法 
1.1 试剂 

NADPH 和 NADH 为 BM > m, Hik (PBO) A BDH 公司 提供 ， 牛 血清 白 蛋 和 白 
(BSA) 购 自 Sigma 公司 ， 对 - 硝 基 葵 甲 本 (NAO 经 重 结 晶 ( 熔 点 为 54 一 55.5C )， 其 它 试剂 
为 国产 分 析 纯 。 
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1.2 ith 

为 实验 室 种 群 ， 饲 养 环 境 为 O54DC. HRE:RA14:10. VRE. BM. BAH 
为 主要 成 分 的 人 工 饲 料 喂养 。 诱 导 试 验 : 将 刚 脱 皮 的 6 龄 幼虫 ， 供 以 含 0.25% 葵 巴 比 妥 钠 的 
新 鲜 人 工 饲 料 ，72 h 用 作 试 验 。 


1.3 HHE 

取 6 龄 3 日 龄 的 棉铃 虫 幼 虫 《体重 平 均 400 mg AA), 7£1.15% 89 KC 溶液 中 解剖 ， 取 
中 肠 ， 去 除 内 含 物 。 清 洗 干 净 的 中 肠 用 玻璃 匀 浆 器 以 3 头 /mL~5 A/m 在 相同 介质 中 匀 浆 。 
名 浆液 经 750 g 离心 ， 上 清 液 过 滤 后 为 酶 源 。 


1.4 _O- 脱 甲 基 酶 活性 测定 

以 对 - 硝 基 葵 甲酸 为 底 物 ， 参 考 Hansen & Hodgson!>!, Shang & Soderlund 外 等 的 方法 。 
反应 体系 的 总 体积 为 2 mL， 含 0.1 mol/L 磷酸 钠 缓冲 液 ，pH=7.8，0.2S mmol/L NADPH 
及 1 mL ER. WA pNA GST 30 nL 乙醇》 启 始 反 应 ,在 2SY 振荡 温 育 30 min 后 ， 加 1 mL 
1.0 mol/L 的 HCL 溶液 终止 。 在 反应 温和 液 中 加 入 5 mL 的 三 氯 甲烷 提取 反应 产物 对 - 硝 基 琴 ， 
离心 分 层 。 取 3 mL HHA PRIM, MA 3 mL 的 0.5 mol/L NaOH Wik RAR. NaOH 
萃取 液 在 400 nm 比 色 分 析 。 以 不 同 浓度 的 对 - 硝 基 酚 C pNP) 作 标 准 曲线 来 定量 反应 产物 。 
用 每 分 钟 每 毫克 和 蛋白 产生 的 对 - 硝 基 酚 的 摩尔 数 来 表示 酶 的 活性 。 


1.5 微粒 体 的 制备 
参照 Yd7] 的 方法 。 


1.6 P450 含量 的 测定 
按 Omura & Sato 方法。 


1.7 蛋白 含量 测定 


采用 Bradford AVE, LA BSA 为 标准 。 


1.8 数据 处 理 

试验 采取 平行 设计 ， 结 果 为 2 一 3 次 试验 的 平均 值 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 HR P450 酶 系 的 基本 特征 

图 1 为 中 肠 微粒 体 的 CO 差 光谱 特征 图 ， 可 以 看 到 在 450 nm 处 有 明显 的 吸收 峰 。 经 计 
算 ， 微 粒 体 制备 液 的 P450 含量 为 《687 土 11) pmol/mg. MA 2 可 以 看 出 ，NADPH 为 O- 脱 
甲 基 酶 活性 的 重要 因子 ， 不 加 NADPH,， 酶 活性 大 幅 〈84% )》 FE, H NADPH 的 作用 不 能 被 
另 一 电子 供 体 NADH 替代 。P450 的 专 一 性 抑制 剂 CPBOD 可 以 有 效 地 抑制 酶 系 活 性 ， 在 
PBO 浓度 为 1 mmol/L 时 ， 酶 系 活 性 仅 为 对 照 的 10% ， 这 些 表 现 是 P450 酶 系 的 典型 特征 。 
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2.2 PH paso O- 脱 甲 基 酶 活性 测定 的 优 
化 条 件 

预 实验 结果 表明 ， 用 1.15% 的 KCL! 
液 为 介质 ， 经 750 g 10 min» 10 000 g 15 
min，100 000 g 1 h 的 离心 程序 制备 的 微粒 
体 虽 然 O- 脱 甲 基 酶 的 比 活力 有 所 增加 ， 但 
总 活力 损失 较 多 。 经 3 次 离心 ， 微 粒 体 酶 
的 总 活力 仅 为 中 肠 匀 浆液 的 10% 左 右 ， 而 
去 除了 大 的 组 织 碎片 的 750g Ab LAK, 











ANH Relative activity C) 


图 2 不 同 离 体 条 件 下 〇 O- 脱 甲 基 酶 的 活性 
Fig.2 The O-demethylase activities of 
different incubation components 
1. 标准 反应 体系 Standard (see text); 2. 不 加 NADPH 
(-NADPH); 3. 用 NADH(1 mmol/L) /(#@ NADPH 
(-NADPH+ NADH(1 mmol/L); 4. 添加 1 mmol/L 
PBO( + PBO( mmol/L)); 5. 4540 1.5% 
BSAC + 1.5% BSA) 
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图 3 酶 系 活 性 与 酶 量 的 关系 
Fig.3 Effect of enzyme level on the rate of 
p-nitroanisole O-demethylation by cotton 
bollworm gut 750 g supernatant preparations 
Assays were performed at 25°C and pH 7.8 for 30 min 
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图 1 棉铃 虫 6 龄 幼虫 中 肠 微 粒 体 CO- 差 光谱 
Fig.l The CO-difference spectrum of microsome 
from 6th instar larvae of cotton 


bollworm, Helicoverpa armigera 


可 保持 90% 的 总 活力 。 为 兼顾 比 活力 和 总 活 
力 ， 我 们 以 750 g 离心 上 清 液 为 酶 源 ， 进 行 酶 
A O- 脱 甲 基 活 性 的 测定 。 
2.2.1 酶 活 的 线性 范围 : 图 3 和 图 4 显示 ， 
酶 量 达 到 相当 $ 个 中 肠 ， 反 应 时 间 在 30 min 
A, 产物 的 形成 与 酶 量 和 反应 时 间 呈 线性 关 
2.2.2 最 优 pH 值 : 以 0.1 mol/L 的 磷酸 钠 缓 
冲 液 ， 当 pH=7.8 时 ，O- 脱 甲 基 酶 表现 出 最 大 
活性 (图 5)。 
2.2.3 ”最 适 温 度 : 在 20~25CH ABN Ri 
温度 范围 高 于 或 低 于 此 温度 范围 ， 酶 活性 迅速 
降低 (图 6)。 
2.3 ”0O- 甲 基 活 性 酶 动力 学 常数 

在 0 一 2.0 mmol/L 范围 内 ， 随 底 物 浓度 的 
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图 4 酶 系 活性 与 反应 时 间 的 关系 
Fig.4 Time course of p-nitroanisole O-demethylation 
by cotton bollworm gut 750 g supernatant preperations 
Assays were conducted at 25°C and pH 7.8 using 2.5 gut 


equivalents per incubation 
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图 5 pH 对 酶 系 活 性 的 影响 
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图 6 温度 对 酶 系 活性 的 影响 


Fig.5 Effect of incubation pH on the rate of p-nitro Fig.6 Elfect of incubation temperature on the rate of 


anisole O-demethylation by cotton bollworm gut p-nitroanisole O-demethylation by cotton bollworm 


750g supernatant preperations 
Assays were performed using 2.5 gut equivalents 


per incubation at 25°C for 30 min 


gut 750 g supernatant preparations 
Assays were performed using 2.5 gut equivalents 


per incubation for 20 min at pH 7.8 


增加 ， 酶 系 活 性 增 大 。 经 双 倒 数 变换 ， 由 Lineweaver-Burk 方程 ， 计 算得 出 该 酶 的 Km= 1.23 
mmol/L; Vmax=2.54 nmol/ (mgemin) 的 pNP《 图 7)。 


2.4 NADPH 的 作用 


NADPH 和 分 子 氧 被 认为 是 MFO 酶 具有 催化 活性 的 必要 条 件 。 棉 铃 忠 中 肠 匀 浆 后 经 
750 g 离 心 上 清 液 在 不 加 外 来 NADPH 时 仍 表现 出 一 定 的 OQ- 脱 甲 基 酶 活性 ， 表 明 制 备 液 中 内 源 
性 还 原 力 或 其 它 不 依赖 NADPH 的 O- 脱 甲 基 酶 的 存在 。 酶 系 活 性 随 反 应 体系 中 NADPH 含量 
的 增加 而 增高 ， 在 0 一 0.25 mmol/L 间 升 幅 很 大 ， 至 0.5 mmol/L 几乎 达到 饱和 《图 8)。 


2.5 BSA 对 酶 系 活 性 的 影响 


在 反应 体系 中 加 入 1.5% 的 牛 血 清白 重 和 白 BSA), PIEH O- 脱 甲 基 活 性 ， 处 理 组 为 对 


5.0 L V-C. 393+0. A83/ [5 Cr =0. 995) 





图 7 Oii PRETER Lineweaver-Burk 图 
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图 8 NADPH 浓度 与 酶 系 活性 


Fig.7 The Lineweaver-Burk plots of demethylase Fig.8 Effect of NADPH concentration on the rate 


activity vs substrate concentration 
Assays were performed using 2.5 gut equivalents, 750 ¢ 
supernatant preparations at 25°C, pH 7.8 for 30min. S: substrate 
added (mmol/L); v» p-nitrophenol formed (nmeles/ (minemg)) 


of p-nitroanisole demethylation by cotton 
bollworm 750 g supernatant preparations 


Assays were performed using 2.5 gut 
equivalents at 25°C, pH 7.8 for 30 min 
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照 的 1.2 倍 《图 2)。 


2.6 ” 茶 巴 比 妥 (PB) 对 棉铃 虫 P458 O- 脱 甲 基 活 性 的 诱导 作用 
棉铃 忠 在 取 食 含 0.25% 的 茶 巴 比 妥 钠 的 食物 后 72 h 后 ， 其 中 肠 O- 脱 甲 基 酶 活性 显著 增 
加 ， 为 对 照 组 的 1.73 倍 。 


3 讨论 


FEAR P450 酶 系 催化 的 反应 类 型 很 多 ，O- 脱 甲 基 是 常见 的 一 种 。 以 对 - 硝 基 荃 甲酸 为 底 物 
测定 P450 的 O- 脱 甲 基 酶 活性 因 方 法 简便 而 被 广泛 应 用 。Hansen & HodgsonL5]， Shang & 
Soderlund'®!4} AUST ARBRE Musca domestica L. 成虫 和 烟 芽 夜 蛾 Heliothis virescens (F.) 幼虫 O- 
脱 转 基 酶 活性 的 最 优 测定 条 件 做 了 比较 详细 的 研究 。 家 蝇 微 粒 体 最 优 pH 值 在 7.8~8.15), 
烟 芽 夜 蛾 在 pH 值 为 7.8 时 活性 最 大 9， 这 与 本 研究 的 结果 一 致 。MFO 酶 系 对 不 同 底 物 代谢 
的 最 适 pH 值 可 能 因 底 物 种 类 和 研究 对 象 的 不 同 而 有 所 差别 ， 但 多 数 要 求 偏 碱 性 环境 。 棉 铃 
虫 幼虫 中 肠 O- 脱 甲 基 酶 活性 在 20~25C 时 有 最 大 活性 ， 这 与 烟 芽 夜 蛾 “25C ) 相近 而 不 同 于 
RAE G0~33T )。 与 烟 芽 夜 蛾 相 比 ， 棉 铃 虫 DO- 脱 甲 基 酶 有 较 宽 的 适 温 范 围 。 许 多 研究 结果 显 
示 ， 不 同 生物 及 同 种 生物 的 不 同 组 织 ， 酶 活性 测定 的 最 优 条 件 可 能 不 同 ， 而 同一 组 织 来 源 的 
酶 液 催化 不 同类 型 底 物 具 最 大 活性 所 要 求 的 条 件 可 能 相近 [5] 。 本 研究 确立 酶 活 测定 的 优化 条 
件 ， 可 能 适合 于 以 其 它 物 质 为 底 物 的 反应 。 

加 入 1.5% BSA 于 反应 体系 中 加 强 了 O- 脱 甲 基 酶 活性 ， 表 明 酶 液 中 可 能 存在 可 以 与 BSA 
相互 作用 的 成 分 。BSA 最 初 被 认为 起 捕获 酶 制备 液 中 的 内 源 性 抑制 剂 的 作用 ， 现 在 发 现 ， 
BSA 的 作用 机 制 要 复杂 得 多 ， 除 作为 一 般 性 抑制 剂 的 结合 物 外 ， 还 可 能 改变 P450 与 底 物 的 
结合 [1 中 ， 或 改变 微粒 体 酶 的 构 型 [1 。BSA 对 棉铃 虫 O- 脱 甲 基 酶 的 激活 机 制 待 进一步 研究 。 

可 诱导 性 是 P450 酶 系 的 重要 特征 [11。 昆 虫 也 如 同 哺乳 动物 一 样 ， 普 遍 存在 P450 的 诱导 
现象 ， 已 知 的 诱导 剂 包 括 药物 、 杀 虫 剂 、 植 物 次 生性 物质 、 昆 虫 激 素 等 许多 结构 不 同 的 物 
E, PB 可 以 诱导 增加 P450 含量 及 某 些 P450 A LH CER], ARE Phormia 
regina Meigall3] 等 昆虫 中 发 现 。 本 研究 首次 证 明 PB 可 以 诱导 棉铃 忠 中 肠 P450 O-A Fi 
性 。 关 于 诱导 作用 的 机 制 ， 目 前 还 不 清楚 。 近 年 来 ， 特 异 P450 基因 的 获得 ， 为 阐明 诱导 的 分 
子 机 制 打下 了 基础 :14] 。 
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O-DEMETHYLASE ACTIVITY OF COTTON BOLLWORM 
(HELICGVERPA ARMIGERA ) LARVAE: OPTIMAL ASSAY 
CONDITIONS AND INDUCIBILITY BY PHENOBARBITAL 


Qiu Xinghut Leng Xinfu 
(Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences, State Key Laboratory of Integrated Management 
of Pest Insects and Rodents: Beijing 100080) 


Abstract CO-difference spectrum of midgut microsome preparation with P450 content of (687 | 11) 
pmol/mgPr. showed absorbance peak at 450nm. O-demethylase of p-nitroanisile (PNA) was maximally 
active at pH 7.8 and temperature 20~25C . Activity was linear with respect to time for up to 30min; and 
with respect to enzyme level for up to 5 tissue equivalents/ incubation with 750g supernatant as enzyme 
source. Km and Vmax of O-demethylation of pNA estimated were 1.23mmol/L and 2.54nmol p-nitro- 
phenol formed/mgPr/min. respectively. NADPH was one of the requirements for the O-demethylation of 
PNA the activity without external NADPH is 16% as that of with 0.25mmol/L NADPH. 1.5% BSA 
added in the incubation mixture enhanced (1.2 folds) the production of p-nitrophenol. PBO (1 mmol/L) 
strikingly (90% ) inhibited O-demethylation. 1.73 folds induction of O-demethylase activity was observed 
by dietary 0.25% PB. 
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